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Precede de preparation d'un vecteur viral par reconblnalson homologue 
Intermol^culalre 

La presente invention concerne une methode pour preparer un vecteur viral /// vitro 
5 dans une cellule procaryote el son application pour produire une particule virale 
infectieuse destinee a un usage therapeutique et, en paiiiculier, un usage en therapie 
genique. 

La possibilite de trailer les maladies humaines par iherapie genique est passee en 
10 quelques annees du stade des considerations theoriques a celui des applications 
cliniques. Le premier protocole applique a rhomn:ie a ete iniiie aux Elals Unis en 
sepiembre 1990 sur un patient genetiquement immunodeficient en raison d'une 
mutation affectant le gene codant pour I'Adenine Desaminase (ADA). Le succes relatif 
de cette premiere experimentation a encourage le developpement de nouveaux 
15 prolocoles de therapie genique pour diverses maladies geneiiques ou acquises 
(maladies infectieuses et notamment virales comme le SIDA ou cancers). La grande 
majorite des protocoles decrits jusqu*a present met en oeuvre des vecteurs viraux pour 
transferer et exprimer le gene therapeutique dans les cellules a trailer. 

20 A ce jour, les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises du fait de la simplicite 
de leur genome. Cependant, outre leur capacile restreinte de clonage, ils presentent 
deux inconvenients majeurs qui limitent leur utilisation systematique : d'une part, ils 
infectent majoritairement les cellules en division et d'autre part, du fait de leur 
integration au hasard dans le genome de la cellule hole, le risque de mutagenese 

25 insertionnelle n'est pas negligeable, C'est pourquoi, de nombreuses equipes 
scientifiques se sont attachees a developper d'autres types de vecteurs, parmi lesquels 
on peut citer ceux issus des adenovirus, virus associes aux adenovirus (AAV), 
poxvirus et virus de Therpes. D'une maniere generale, leur organisation et leur cycle 
d'infection sont largement decrits dans la litterature accessible a Thomme de Tart. 

30 

A cet egard, I'emploi des vecteurs adenoviraux est apparu comme une alternative 
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prometteuse. Les adenovirus ont ete mis en evidence dans de nombreuses especes 
animales, ont un large spectre d'hote, sont peu pathogenes et ne presentent pas les 
inconvenients lies aux retrovirus puisqu'ils se repliqucnt dans les cellules quiesccntes 
et sont non-integratifs. A titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule 
5 d'ADN lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d'une trentaine de genes, 
a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale (E i a E4) et des genes 
tardifs de structure (LI a L5) (voir Figure 1). 

D'une maniere generale, les vecteurs adenoviraux sont obtenus par deletion d'au moins 
10 une partie des genes viraux (notamment de la region El essentielle a la replication 
virale) qui sont remplaces par les genes therapeutiques. En consequence, ils sont 
propages dans une lignee cellulaire, dite de complementation, qui fournit en trans les 
fonctions virales deletees pour generer une particule de vecteur viral defective pour 
la replication mais capable d'infecter une cellule hote. On utilise couramment la lignee 
15 293, etablie a partir de cellules de rein embryonnaire humain, qui complemente les 
adenovirus defectifs pour la fonction El (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59- 
72). 

Les techniques de preparation des vecteurs adenoviraux sont largement decrites dans 
20 la litterature (voir notamment Graham et Prevec, Methods in Molecular Biology, Vol 
7 ; Gene Transfer and Expression Protocols ; Ed : E.J. Murray, 1991, The Human 
Press Inc., Clinton, NJ). Une des methodes les plus employees consiste a generer le 
vecteur adenoviral recombinant dans les cellules de complementation transfectees avec 
un plasmide bacterien portant le gene d'interet sous-clone au sein de sa region 
25 d'insertion adenovirale et le genome adenoviral. Generalement, ce dernier est clive par 
une enzyme de restriction appropriee afm de reduire I'infectivite de I'ADN viral 
parental et augmenter I'efficacite d'isolement des adenovims recombinants. Cependant, 
on observe neanmoins un bruit de fond imponant de particules virales infectieuses 
d'origine parentale, ce qui necessite un travail d'analyse des plages obtenues 
30 particulierement lourd (dun point de vue temps ei coui puisque chaque plage doit etre 
amplifiee et analysee individuellement). Ceci est problematique lorsque le virus 



wo 96/17070 



PCT/FR95/01590 



parental presente un avanlage selectif sur radenovirus recombinant, par exemple 
lorsque ce dernier se replique plus lentement que le viais parental, du fait de Tinsertion 
d'un gene d'interel de grande taille (Facteur VIII, dystrophine), reduisant d'autant sa 
probabilite d'obtemion. 

5 

La ligation entre deux fragments d'ADN generes par les techniques classiques de 
biologie moleculaire et portant respectivement les panics 5' et 3* du vecteur adenoviral 
recombinant peut egalement etre employee. La transfection du melange de ligation 
dans les cellules de complementation permel en theorie d'encapsider le genome de 
10 I'adenovirus recombinant pour former une panicule infectieuse. Cette technologic est 
peu efficace et son application limitee par le nombre resireint de sites de restriction 
appropries et uniques. 

On a maintenant montre qu'il est possible de generer dans Escherichia coh (£. co/i) 
15 un vecteur adenoviral recombinant par recombinaison homologue intermoleculaire 
entre un plasmide contenant le genome d'un adenovirus de type 5 et un insert portant 
une sequence d'ADN exogene entouree de sequences adenovirales A et B (Figure 2). 
Cc procede conduit au remplacement dans le genome adenoviral de la region ciblee 
situee entre A et B par la sequence exogene. La transfection du vecteur adenoviral 
20 recombinant ainsi genere dans une lignee de complementation adequate donne lieu a 
une particule virale infectieuse qui peut etre utilisee sans etape prealable de 
purification pour infecter une cellule hotc. Le bruit de fond (contamination par des 
particules virales parentales) est reduit voire meme supprime. En outre, on a trouve 
de maniere surprenante que Tusage de souches d*E. coli recBC sbcBC est 
25 particulierement avantageux pour favoriser la recombinaison intermoleculaire entre 
deux fragments quelconques d'ADN. 

Le procede de la presente invention repose sur I'cxploitation des aciivites 
enzymatiques endogenes des cellules procaryotes impliquees dans la recombinaison 
30 homologue. cette technique de recombinaison intermoleculaire avail deja ete decrite 
pour le clonage de petiis insens dans les vecteurs bacteriens (Bubeck et aL 1993, 
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Nucleic Acids Research, 2L 3601-3602) ou pour generer par recombinaison 
intramoleculaire des genes hybrides (Calogero et a!., 1992, FEMS Microbiology 
Letters, P7, 41-44 ; Caramori et al., 1991, Gene. 98, 37-44). Cependant, cette 
lechnologie de recombinaison n'avait jamais ete mise en oeuvre dans des cellules 
5 procaryotes pour generer des vecteurs viraux infectieux (capables d'etre encapsides 
en particules virales infectieuses). 

Le procede de Tinvention presente I'avantage sur les techniques anterieures d'etre 
rapide, parliculierement efficace et de ne requerir que peu de manipulations /// vitro. 

10 De plus, il peut etre mis en oeuvre avec des fragments d'ADN generes par PCR 
(Polymerase Chain Reaction) evitani ainsi les etapes de sous-clonage de la sequence 
d'ADN exogene dans la region d'insertion du genome viral. Enfm, il apporte une 
solution avantageuse au probleme de bruit de fond clairement identifie dans la 
litterature. Par consequent, il s'avere particulierement performant pour les vecteurs 

1 5 issus de virus de grande taille ou dans lesquels on envisage d'inserer une sequence 
d'ADN exogene de grande taille. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un procede pour preparer dans une 
cellule procaryote un vecteur viral recombinant derive d'un virus parental dans le 
20 genome duquel est inseree une sequence d'ADN exogene, par recombinaison 
intermoleculaire entre (i) un premier fragment d'ADN comprenant tout ou partie dudit 
genome du virus parental et (ii) un second fragment d'ADN comprenant ladite 
sequence d'ADN exogene entouree de sequences flanquantes A et B homologues a 
(i). 

25 

Au sens de la presente invention, un vecteur viral recombinant est obtenu a partir d'un 
virus parental modifie de maniere a porter en un site approprie du genome viral et 
exprimer une sequence d'ADN exogene. Les virus parentaux susceptibles d'etre 
utilises dans le cadre de I'invention sont, par exemple, les alphavims, les retrovirus, les 
30 poxvirus et notamment le viais de la vaccine ou le canarypox, les virus de Fherpes, les 
virus associes aux adenovirus (AAV) et tout particulierement les adenovirus. 



wo 96/17070 



PCT/FR95/01590 



-5- 

A cet egard, le choix de I'adenovirus parental est ires large. II peut s'agir d'un 
adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire. bovine, murine, ovine, porcine ou 
simienne ou encore d'un adenovirus hybride comprenant des fragments de genome 
adenoviral de difterentes origines. On preferera tout particulierement un adenovirus 

5 d'origine humaine de serotype C et de preference un adenovirus de type 2 ou 5 ou 
encore un adenovirus d'origine anitnale de type CAV-1 ou CAV-2 (canine), DAV 
(aviairc) ou encore BAd (bovine). Ces vims et leur genome sont decrits dans la 
litterature (voir par exemple Zakharchuk et aL, 1993, Arch. Virol., 128, 171-176 ; 
Spibey el Cavanagh, 1989, J. Gen. Virol, 70, 165-172 ; Jouvenne et al., 1987, Gene, 

10 60. 21-28 ; Mittal et al., 1995, J. Gen. ViroL, 76, 93-102). 

Un procede selon Finvention a pour objet la preparation d'un vecieur viral recombinant 
pour le transfen ei I'expression d'une sequence d'ADN exogene dans une cellule bote. 
Par "sequence d'ADN exogene", on emend un acidc nucieique qui comprend des 

1 5 sequences codantes et des sequences regulatrices permeltant I'expression desdites 
sequences codantes et dans lequel les sequences codantes sont des sequences qui ne 
sont nomialement pas presentes dans le genome d'un virus parental en usage dans la 
presente invention ou si elles le sont dans un contexte genomique different. Dans le 
cadre de I'invention, la sequence d'ADN exogene peut-etre constituee d'un ou 

20 plusieurs genes. Les sequences regulatrices peuvent etre d'origines quelconques. 

D'une maniere preferee, la sequence d*ADN exogene peul coder pour un ARN anti- 
sens et/ou un ARNm qui sera ensuite traduit en proteine d'inierei. Elle peut etre de 
type genomique, de type ADN complementaire (ADNc) ou de type mixte (minigene, 

25 dans lequel au moins un intron est delete). Elle peul coder pour une proteine mature, 
un precurseur d'une proteine mature, notamment un precurseur destine a etre secrete 
et comprenant de ce fait un peptide signal, une proteine chimerique provenant de la 
fusion de sequences d'origines diverses ou un mutant d'une proteine naturelle 
presentant des proprietes biotogiques ameliorees ou modifiees. Un tel mutant peut etre 

30 obtenu par mutation, deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs 
nucleoiide(s) du gene codant pour la proteine naturelle. 
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Dans le cadre de la presente invention, il peut eire avaniageux d'utiliser : 

les genes codant pour des cytokines ou des lymphokines, comme les 
interferons a, P et les interleukines et noiammenl riL-2, riL-6 ou I'lL-lO, 
5 les facteurs necrosant des tumeurs (TNF) et les facteurs stimulateurs de 

colonies (CSF) ; 

les genes codant pour des recepteurs cellulaires, comme les recepteurs 
reconnus par des organismes pathogenes (virus, bacieries, ou parasites), de 
10 preference par le virus VIH (Virus de rimmunodeficience Humain). ou les 

lieands de recepteurs cellulaires ; 

les genes codant pour les hormones de croissance (HGF) ; 

1 5 - les genes codant pour des facteurs de coagulation, comme le facteur VIII et 
le facteur IX ; 

le gene codant pour la dystrophine ou la minidysirophine ; 

20 - le gene codant pour I'insuline ; 

les genes codant pour des polypeptides intervenanl direciement ou 
indireclement dans les canaux ioniques cellulaires, comme la proteine CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; 



25 



les genes codant pour des ARN anti-sens ou des proieines capables d'inhiber 
Tactivite d'une proteine produite par un gene pathogeny present dans le 
genome d'un organisme pathoeene, ou par un gene celluiaire, dont I'expression 
est deregulee, par exemple un oncogene ; 



les genes codant pour un inhibiieur de protease comme I'al-antitrypsine ou 
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un inhibiteur d'une protease virale ; 

les genes codant pour des variants de proteines pathogenes qui ont eie mutees 
de fapon a allerer leur fonction biologique, comme par exemple des variants 
5 trans-dominants de la proteine TAT du virus VIH capables de competition 

avec ia proteine naturelle pour la liaison a la sequence cible, empechant ainsi 
la replication du VIH ; 

les genes codant pour des epitopes antigeniques afm d'accroitre Timmunite de 
1 0 la cellule hote ; 

les genes codant pour des polypeptides ayant des proprietes anticancereuses 
et notammenl des suppresseurs de tumeurs comme la proteine p53 ; 

1 5 - les genes codant pour les proteines du complexe majeur d'histocompatibilite 
des classes I el II, ainsi que les genes codant pour les proteines regulatrices de 
Texpression de ces genes ; 

les genes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des organismes 
20 pathogenes ; el 

les genes suicides. On peut citer plus particulierement le gene TK-HSV-1. 
L'enzyme TK virale presente une affinite nettement superieure par rapport a 
I'enzyme TK cellulaire pour certains analogues de nucleosides (comme 

25 Tacyclovir ou le gancyclovir). Elle les convenit en molecules 

monophosphatees, elles-memes convertibles par les enzymes cellulaires. en 
precurseurs de nucleotides, qui sont toxiques. Ces analogues de nucleotides 
sont incorporables dans les molecules d'ADN en voie de synthese, done 
principalement dans TADN des cellules en etat de replication. Cette 

30 incorporation permei de detruire specifiquement les cellules en division 

comme les cellules cancereuses. 
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les genes codant pour un anticorps, un fragment d'aniicorps ou une 
immunotoxine. 

les genes rapporteurs comme le gene Lac-Z, codant pour la P-galactosidase 
5 ou le gene luciferase. 

Cette liste n'est pas limitative et bien entendu d'autres genes peuvent etre egalement 
employes. 

10 Par ailleurs, une sequence d'ADN exogene en usage dans la presente invention peut 
en outre comprendre un gene non-therapeutique, par exemple un gene codant pour 
un marqueur de selection permettant de selectionner ou identifier les cellules hotes 
transfectees. On peut citer le gene nco (codant pour la neomycine phosphotransferase) 
conferant une resistance a Tantibiotique G4I8, le gene dhfr (Dihydrofolate 

15 Reductase), le gene CAT (Chloramphenicol Acetyl transferase), le gene pac 
(Puromycine Acetyl-Transferase) ou encore le gene ^r/;/ (Xanthine Guanine 
Phosphoribosyl Transferase). 

Bien entendu, un gene en usage dans la presente invention peut etre place sous le 
20 controle d'elements appropries a son expression dans une cellule bote. Par "elements 
appropries", on emend Tensemble des elements necessaires a sa transcription en ARN 
(ARN anti-sens ou ARNm) et a la traduction d'un ARNm en proteine. Parmi les 
elements necessaires a la transcription, le promoteur revet une imponance paniculiere. 
II peut s'agir d'un promoteur constitutif ou d'un promoteur regulable et il peut etre 
25 isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme virale. Altemativement, il 
peut s'agir du promoteur naturel du gene en question, D'une fa(?on generale, un 
promoteur en usage dans la presente invention, peut etre modifie de maniere a 
contenir des sequences regulatrices. A litre d'exemples de promoteurs tissus- 
specifiques» on peut citer ceux des genes d'immunoglobulines lorsque Ton cherche a 
30 cibler Texpression dans des cellules botes lymphocuaires et du gene a l-antiirypsine 
pour une expression foie-specifique. On peut egalement mentionner les promoteurs 
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constitutifs du gene TK-HSV- 1 (thymidine kinase du virus de I'herpes de type 1 1 du 
gene PGK (Phospho Glycerate kinase) murin ou humain, le promoteur precoce du 
vims SV40 (Simian Virus 40), un LTR retroviral, ou encore le promoteur adenoviral 
MLP, notamment de I'adenovirus humain de type 2. 

5 

Le procede selon rmvemion met en oeuvre un mecanisme de recombinaison 
homologue intermoieculaire. D'une maniere generale, il consiste en I'echange de 
sequences homologues entre deux fragments d'ADN. Ces sequences peuvent etre 
identiques ou substantiellement homologues. En d'autres temies le degre d'homologie 

1 0 des sequences A et B avec la partie correspondante du premier fragment d'ADN peut 
etre variable mais doit eire suffisani pour permetire la recombinaison intermoieculaire. 
Aux fms de la presente invention, il est preferable quil soil superieur a 70%, 
avantageusement superieur a 80%, de preference superieur a 90% et de maniere tout 
a fait preferee aux environs de 100%. De plus, une couae region d'homologie peut 

1 5 etre suffisante (au moins 1 0 nucleotides consecutifs communs entre les sequences A 
et B et leurs sequences homologues dans le premier fragment d'ADN). Dans le cadre 
de la presente invention, la longueur des sequences A el B est de preference comprise 
entre 10 pb ei 10 kb, avantageusement 20 pb et 5 kb. de preference 30 pb et 2 kb et, 
de maniere tout a fait preferee, 40 pb et 1 kb. 

20 

Selon un mode avantageux, un procede selon ('invention conduit au remplacement du 
materiel genetique localise entre les sequences du premier fragment d'ADN 
homologues aux sequences A et B par la sequence exogene. Cet echange 
intermoieculaire permet de generer un vecteur viral recombinant circulaire sous forme 
25 d'un vecteur procaryotique (plasmide, cosmide ou phage) permettant sa manipulation 
et/ou sa propagation dans la cellule procaryote. Un mode de realisation du mecanisme 
mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention est illustre dans la Figure 2. 

Bien que la region d'insertion de la sequence exogene puisse etre situee a n'importe 
30 quelle position du genome viral, on prefere eviter les regions agissant en as 
necessaires a la replication. Ces demieres comprennent notamment les LTRs 5* et 3' 
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ainsi que le signal d'encapsidation dans le cas des retrovirus et les ITRs 5' et 3' et la 
region d'encapsidation s'agissani des adenovirus. On indique que la region d'insertion 
peut etre dirigee en des positions varices en fonction des sequences homologues A et 
B choisies. 

5 

Comme indique precedemment, le premier fragment d'ADN comprend tout ou partie 
du genome du vims parental en usage dans le cadre de I'invention. II peut s'agir du 
genome d'un virus sauvage ou du genome d*un virus en derivani modifie par deletion, 
addition et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides. En particulier, il peut etre 
10 delete d'un ou plusieurs genes en totalite ou en panic. 

Le premier fragment d'ADN est de preference inclu dans un vecteur conventionnel. 
Le choix de celui-ci est tres large, mais on peut citer plus paniculierement le pBR322, 
le p polyll ou encore le p poly IIIM {Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-201). Selon un 

15 mode de realisation avantageux du precede selon I'invention, le premier fragment 
d'ADN est de preference linearise au niveau de la region dans laquelle on envisage de 
cibler insertion. En particulier, il peut etre dive par une ou plusieurs enzymes de 
restriction dont les sites sont localises entre les sequences du premier fragment d'ADN 
homologues aux sequences A ei B, mais egaiement au niveau de ces dernieres bien 

20 que ce mode de realisation nc soit pas prefere. Le choix des sues de restriction a 
utiliser selon le virus parental retenu est a la portee de Thomme du metier. 
Avantageusement, on preferera utiliser des sites peu representes dans le premier 
fragment d'ADN et en particulier uniques. Par ailleurs, de tels sites peuvent egaiement 
etre crees par les techniques classiques de mutagenese dirigee. 

25 

Le second fragment d'ADN en usage dans la presente invention porte notamment la 
sequence d'ADN exogene eniouree des sequences A et B impliquees dans la 
recombinaison iniermoleculaire. On prefere employer un fragment d'ADN lineaire. II 
peut etre genere par PCR, excise d'un vecteur quelconque ou produit par voie 
30 syntheiique ou loute meihode conventionnelle dans le domaine de I'art. A litre 
d'exemple, un second fragment d'ADN en usage dans le cadre de la presente invention 
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peut elre obtenu par amplification de la sequence d'ADN exogene a partir d'un vecteur 
de Tart anterieur ou d'une banque genomique ou d'un ADNc adequat a Taide 
d'amorces appropriees munies a leurs extremites 5' des sequences A et B. En outre, 
un second fragment d'ADN peut egalement comprendre des sequences plasmidiques 
5 a ses extremites 5' et 3', qui peuvent eventuellement elre utilisees a litre de sequences 
A et B dans la mesure oii elles sont homologues aux sequences plasmidiques 
contenues dans le premier fragment d'ADN. 

Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, un procede selon 
10 I'invention est mis en oeuvre pour la preparation d'un vecteur viral recombinant 
defectif pour la replication. Ce terme designe un vecteur incapable d'achever un cycle 
infectieux autonome dans une cellule bote. Generalement, le genome de ces vecteurs 
defectifs est depour\ai d'un ou plusieurs genes essentiels a la replication, genes 
precoces et/ou genes tardifs. lis peuvent etre deletes en totaliie ou en panie ou rendus 
1 5 non fonctionnels par mutation (addition, deletion et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotides). A cet egard, un procede selon I'invention peut permetire la preparation 
d'un vecteur adenoviral recombinant depourvu de tout ou partie des regions El, E2, 
E3 et/ou E4. 

20 A tiire illustratif, on peut citer les modes de realisation suivanis. Lorsqu'il s'agit de 
preparer dans une cellule procaryote un vecteur adenoviral recombinant derivant d'un 
adenovirus humain de type 5 (Ad5) dans lequel on envisage d'inserer une sequence 
d'ADN exogene a la place de la region El, on peut mettre en oeuvre (i) un vecteur 
comportant le genome de I'AdS clive par I'enzyme C/al ( site de restriction situe en 

25 position 91 8 du genome Ad5 tel que divulgue dans la banque de donnees Genebank 
sous la reference M73260) et (ii) un fragment d'ADN comprenant une sequence A 
homologue a la region d'encapsidation adenovirals la sequence d'ADN exogene suivie 
d'une sequence B homologue a la sequence codant pour la proteine plX. Par ailleurs, 
I'usage d'un vecteur poriant le genome adenoviral clive par Tenzyme Spel (position 

30 27082 du genome Ad5) et d'un fragment d'ADN comprenant une sequence A 
homologue a I'extremite 5' de la region E2, la sequence d'ADN exogene et une 
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sequence B homologue a rextremite 3' de la region E4 permetira de preparer un 
vecieur adenoviral recombinant dans lequel la sequence d'ADN exogene est inseree 
a la place de la region E3. Bien entendu, ces modes de realisation particuliers ne sont 
cites qu'a titre d'exemples. Enfin, le procede selon Tinvention peut etre utilise pour 
5 introduire des deletions, mutations et/ou substitutions dans une region particuliere 
d'un genome viral. 

La presente invention s'avere particulierement avantageuse lorsqu'il s'agit de preparer 
un vecteur viral recombinant d'au moins 20 kb et, de maniere tout a fait preferee, d'au 
1 0 moins 30 kb et plus particulierement d'un vecteur ayant un genome d'une longueur de 
80 a 120% de celle du genome du viais sauvage correspondant, notamment de 90 a 
1 10% et, de preference, de 95 a 105%. 

Selon un autre mode de realisation, un procede selon invention peut egalement etre 
1 5 employe pour inserer au moins deux fragments d'ADN au sein du genome viral, par 
recombinaison intennoleculaire entre (i) un premier fragment d'ADN comprenant tout 
ou partie dudit genome du virus parental, (ii) un second fragment d'ADN comprenant 
une premiere partie de ladite sequence d'ADN exogene munie a son extremite 5' de 
ladiie sequences flanquantes A et (iii) un troisieme fragment d'ADN comprenant une 
20 deuxieme partie de ladite sequence d'ADN exogene munie a son extremite 3' de ladite 
sequences flanquantes B ; lesdits seconds et troisiemes fragments d'ADN comportant 
une sequence homologue se recouvrant a ieurs extremites 3' et 5' respectives. A titre 
indicatif, ces sequences homologues entre les seconds et troisiemes fragments d'ADN 
repondeni aux memes criteres d'homologie et de longueur que les sequences A et B. 
25 Ce mode de realisation specifique est panicuiierement avaniageux pour le clonage des 
sequences exogenes de grande laille. 

Un procede selon I'invention peut etre mis en oeuvre dans touie cellule procaryote et 
notamment dans une bacterie derivee d'une souche d!Eschehdm col/. Mais, on 
30 prefere tout particulierement employer une souche recBC sbcBC comme par exemple 
les souches CES200, CES201, W5449 et BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol., 166. 
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557-580). 

Une procedure typique d'un procede scion Tinvention comprend les etapes suivantes : 

5 (a) on co-introduit ou on introduit de maniere separee dans une cellule 

procaryote un premier fragment rfADN et (ii) un second fragment d'ADN tels 
que defmis precedemment, 

(b) on culiive la cellule procaryote obtenue a Tetape (a) dans des conditions 
10 appropriees pour permettre la generation du vecteur viral recombinant par 

recombinaison iniermoleculaire, et 

(c) on recupere le vecteur viral recombinant. 

1 5 Dans le cadre d'un procede selon ['invention, les quanlites de premiers et seconds 
fragments d'ADN peuvent varier. On prefere employer une concentration 10 fois plus 
importante de second fragment par rapport au premier. L'introduction des fragments 
d'ADN dans une cellule procaryote et la recuperation du vecteur de ces memes 
cellules sont realisees selon les techniques generales de genie genetique et de clonage 

20 moleculaire detaillees dans Maniatis et al. (1989, Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor. NY). 

La presenie invention conceme egalement un procede pour preparer une particule 
virale infectieuse contenam un vecteur viral recombinant obtenu en mettant en oeuvre 
25 un procede selon I'invention. selon lequel : 

(a) on introduit ledit vecteur viral recombinant dans une cellule mammifere 
pour generer une cellule de mammifere transfectee. 

30 (b) on cultive ladite cellule de mammifere transfectee dans des conditions 

appropriees pour permettre la production de ladite particule virale, et 
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(c) on recupere ladiie particule virale de la culture cellulaire obienue a I'eiape 
(b). 

Les cellules peuvent etre transfectees selon les techniques standards bien connues de 
5 rhomme du metier. On peut citer noiamment la technique au phosphate de calcium, 
la technique au DEAE dextran, Telectroporation, les methodes basees sur les chocs 
osmotiques, la microinjection ou les methodes basees sur I'emploi de liposomes, Selon 
un mode de realisation prefere, la cellule mammifere est avantageusement une cellule 
de complementation et notamment la cellule 293 dans le cadre d'un vecteur derivant 
10 d'un adenovirus Les particules virales peuvent etre recuperees du surnageant de 
culture, mais egalement des cellules selon les protocoles conventionnels. 

La presente invention couvre egalement I'usage d'une particule virale infectieuse ou 
d'un vecteur viral recombinant prepare selon un procede selon I'invention, pour le 

1 5 iraitement therapeutique ou chirurgical du corps humain et notamment par therapie 
genique. Un procede selon I'invention est plus particulierement destine au traitement 
preventif ou curatif de maladies telies que les maladies genetiques (hemophilic ; 
thalassemies, emphyseme, maladic de Gaucher, mucoviscidose, myopathic de Duchene 
ou de Becker...) les cancers, les maladies virales (SIDA., infections herpetiques ou 

20 dues au cytomegalovirus ou au papillomavirus). Aux fins de la presente invention, les 
vecteurs et particules virales prepares par un procede selon I'invention peuvent etre 
introduits soit in vitro dans une cellule hote prelevee du patient, soit directement /;/ 
viw dans I'organisme a trailer, De preference, la cellule hole est une cellule humaine 
et, de maniere preferee une cellule pulmonaire, fibroblastique, musculaire, hepatique, 

25 lymphocytaire ou une cellule de la lignee hematopoietique. 

La presente invention vise egalement une composition phamiaceutique comprenant 
une quantite therapeutiquemeni efticace d'une particule virale infectieuse ou d'un 
vecteur viral recombinant prepare selon un procede selon I'invention, en association 
30 avec un vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceuiique. Une telle composition 
pharmaceutique peut etre preparee selon les techniques communement en usage et 
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administree par toute voie d'adminisiration connue, par exemple par voie systemique 
(notamment intraveineuse, intratracheale, intraperitoneale. intramusculaire, sous- 
cutanee intratumorale ou intracranienne) ou par aerosolisation ou instillation 
intrapulmonaire. 

5 

Enfin, la presente invention a egalement pour objet I'usage d'une panicule virale 
infectieuse ou d"un vecteur viral recombinant prepare selon un precede selon 
rinvention, pour Texpression d'une sequence d'ADN d'interet dans un systeme 
cellulaire. 

10 

La presente invention est plus completement decrite en reference aux figures suivantes 
et a I'aide des exemples suivants. 

La Figure 1 est une representation schematique du genome de ['adenovirus humain de 
15 type 5 (represenie en unites arbitraires de 0 a 100), indiquant rempiacement des 
difterents genes. 

La Figure 2 illustre un procede de recombinaison intermoleculaire entre deux 
fragments d'ADN. les sequences plasmidiques sont representees par un trait fin, les 
20 sequences virales par un trait gras et la sequence exogene par une boite hachuree. 

La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG3614 correspondant 
au p polyll dans lequel est clone le genome d'un adenovirus recombinant modifie dans 
la region El par insertion d'une cassette d'expression du gene FIX humain. 

25 

La Figure 4 est une representation schematique du vecteur pTG4652 correspondant 
au p polyll dans lequel est clone le genome d'un adenovirus recombinant modifie dans 
les regions El, E3 et E4 par insertion d'une cassette d'expression du gene CF humain 
et deletions partielles. 

30 
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EXEMPLES 

Les exemples suivants n'iltusirent qu'un mode de realisation de la presente invention. 

5 Les constructions decrites ci-apres sont realisees selon les techniques generales de 
genie genetique et de biologic nioleciilaire detaillees dans Maniatis et ai (1989, supro). 
Les sites de restriction protuberants en 5' peuvent etre convenis en sites francs par 
traitement par le grand fragment Klenow de I'ADN polymerase d'Lcoli alors que les 
sites protuberants en 3' sont traites par la T4 polymerase. En ce qui conceme les 

10 elapes d'amplification par PCR, on applique le protocolc tel que decrit dans PCR 
Protocols-A guide to methods and applications (1990, ed Innis, Gelfand, Sninsky et 
White, Academic Press Inc.). Les cellules sont transfectees par les methodes 
conventionnelles et sont cultivees selon les recommandations du foumisseur. Les 
fragments inseres dans les difterentes constructions decrites ci-apres sont indiques 

1 5 precisement selon leur position dans le genome de I'AdS telle que divulguee dans la 
banque de donnees Genebank sour la reference M73260. 

EXEMPLE 1 : ron5rtmctiQn d'un vecteur v iral recombinant derive d'un adenovirus 
humain de tvp e 5 j;nus forme d'un plasmide bacterien 



20 



A. Clomge du genome d'Adenovirus 5 (Ad5) damppolyll 

On synthetise Textremite gauche du genome d'AdS (nucleotides 1 a 935) par PCR a 
I'aide des amorces oligonucleotidiques oTG6597(SEQ ID NO: 1 ) et oTG6598 (SEQ 
ID NO: 2). La premiere s'hybride aux 2 1 premiers nucleotides de I'lTR 5' et presente 
un site Pad, immediatement en amont des sequences virales, et un site £cc?RI utilise 
pour le clonage. La deuxieme amorce permet riniroduction des sites ia/I puis Bgl\\ 
en aval des sequences virales. La matrice engagee dans cette reaction est I'ADN 
genomique d'AdS prepare selon les methodes conventionnelles. On digere le fragment 
ainsi amplifie par £cf;RI et B^W et on le clone dans le plasmide p polyll (Lathe et al., 
1987, supra) prealablement clive par ces deux memes enzymes de restriction pour 
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obtenir le pTGl692, 

On prepare le fragment d'ADN correspondant a rextremite droite du genome d'AdS 
(nucleotides 35103 a 35935) suivant le meme principe en uliiisant le couple 
5 d'oligonucleotides oTG6599 (SEQ ID NO: 3) et oTG6597 (SEQ ID NO: 1). On 
constnjit le pTG1693 en inserant le fragment amplifie digere par fxoRi et Bglll dans 
les memes sites de p polyll On excise de pTGl693 un fragment Bgfll-BamHl portant 
les sequences amplifiees de fagon a I'introduire dans Ic site Bg/ll de pTG1692 en aval 
des sequences 5' adenovirales. Le pTG360l ainsi obtenu est linearise entre les 

10 extremites gauche et droite du genome d'AdS par digestion avec les enzymes de 
restriction Bg/i\ ou Sail Les extremites ainsi generees sont rendues franches par 
Taction du fragment klenow de TADN polymerase I d'£ coli. Des bacieries BJ5 183 
(Hanahan, 1983 sttpra) rendues competentes par un traitemeni au chlomre de calcium 
sont co-transformees avec la preparation precedenie ct I'ADN genomique d'AdS. Les 

1 5 colonies oblenues sont analysees par cartographic de restriction. On seleclionne un 
clone designe pTG3602 genere par recombinaison homologue iniermoleculaire dans 
lequel les sequences adenovirales (nucleotides 936 a 35 102) ont ete inserees entre les 
deux fragments produits par PGR, de maniere a generer un vecteur plasmidique 
comprenant le genome complet de rAd5 - pTG3602 est produit dans les bacteries 

20 C600 (Huynh et al., 1985 DNA cloning, Volume!, ed. Glover, IRL Press Limited : 
Oxford, England p56-110). 

B, Evahtafion du poiivoir mfactieux de pTC3602 

25 On libere le genome viral par Taction de Tenzyme de restriction Pad. Des cellules 293 
cultivees en monocouche sont transfectees avec le produit de cette digestion par la 
technique de precipitation au phosphate de calcium. On peul egalement utiliser 
d'autres cellules sensibles. par exemple les cellules A549 (ATCC CCL185). On fait 
croitre les cellules sous agar pendant 9 a 14 jours, periode durant laquelle Tapparition 

30 de plages de lyse sur le tapis cellulaire temoigne de la production de particules virales 
infectieuses et done, de la capaciie du genome d'AdS issu de pTG3602 a se repliquer. 
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C'. Construction J'un ycaeur aJeitoviral jecot}tbinant dC\feciif dans IcqucI le gette 
exogene reivplace la region precoce EI, 

On utilise un plasmide dans lequel le gene rapporteur Lac Z codant pour la P- 
5 galactosidase est place dans un comexte viral ; par exemple un plasmide derive du 
pMLP-Adk7 (Stratford-Perricaudet et Penicaudet, 1991, Human Gene Transfer, 219. 
51-61) comprenant les sequences 5' de TAd 5 (nucleotides I a 458), le promoteur 
N4LP Ad2, le gene Lac Z, le signal de polyadenylation du virus S V40 et les sequences 
Ad5 comprises entre les nucleotides 3329 a 624 1 . 

10 

La cassette d'expression du gene Lac Z ceinte de sequences adenovirales est excisee 
par Taction des enzymes de restriction BsrQ\ (position 192 sur le genome d'Ad5) et 
Pst\ (position 3788) puis purifiee. Le pTG3602 est linearise au niveau du site Cla\ 
(position 918) puis traite avec la klenow. Les deux fragments obienus sont co- 
1 5 transformes dans des bacteries BJ5 183 compeientes. Une recombinaison au niveau 
des sequences adenovirales homologues entraine le remplacement de la region EI 
d'Ad5 (nucleotides 459 a 3328) par la cassette d'expression du gene rapporteur dans 
le plasmide pTG3603. 

20 Son pouvoir infectieux est verifie par transfection d'un tapis de cellules 293 
transfectees avec pTG3603 prealablement digere par Pac\. Les plages de lyse fomiees 
sont alors piquees et les particules virales remises en suspension et utilisees pour 
infecter une monocouche de cellules 293. La coloration des cellules en bleu apres 
addition de X-Gal temoigne de I'expression du gene Lac Z. 

25 

D. Constritction d'un wctcur adenoviral ivcotnbinant dans Icqitel le gene 
exogetfe remplace la region precoce E3 

Une cassette d'expression du gene codant pour la proteine gp 1 9 de la region E3 d'Ad5 
30 (nucleotides 2873 1 a 292 1 7) est assemblee dans le bacteriophage M 1 3mp 1 8 (Gibco 
BRL) par clonage de deux fragments PCR I'un correspondant au LTR 3' de RSV 
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(Rous Sarcoma Virus) (amorces oligonucleotidiques oTG5892-SEQ ID NO: 4 et 
5893-SEQ ID NO: 5) et I'autre a la sequence codant pour la gpl9 (oTG5455-SEQ ID 
NO: 6 et 5456-SEQ ID NO: 7). On obtient le vecteur MI3TG1683, dont on excise 
la cassette d'expression par une digestion Xbal Apres traitement avec la klenow, il est 

5 introduit dans le site Bsml (rendu franc par action de I'ADN polymerase du phage T4) 
de pTG8519. Celui-ci derive du plasfnide pucl9 (Gibco BRL), dans lequel on a insere 
les sequences adenoviraies comprises entre le site Sj)el et Textremite droite du genome 
(nucleotides 27082 a 35935) mais depourvues de la majorite de la region E3 
(nucleotides 27871 a 30758). On obtient le pTG!695 dont on remplace le fragment 

1 0 Scal-Spel porteur des sequences plasmidiques, par un fragment equivalent purifie de 
pTG1659. Celui-ci correspond au pucl9 comprenant les sequences de I'AdS s'etendant 
des nucleotides 21562 a 35826. Le pTG1697 ainsi obtenu presente des sequences 
adenoviraies qui s*etendent du site BaniHl (position 2 1 562) a I'lTR 3* (position 35935) 
dans lesquelles la region E3 est remplacee par une cassette d'expression de la gpl9 

15 sous controle du promoteur constitutif RSV. Le fragment Oral (position 22444 et 
35142 sur le genome d'Ad5) est purifie, et co-introduit dans les bacteries BJ-5183 
competentes avec pTG3602 linearise par Spel et traite par la klenow. Les 
recombinants porteurs d'un plasmide genere par recombinaison sont cribles pour la 
presence du promoteur RSV. Le pTG3605, vecieur plasmidique porteur du genome 

20 d'Ad-gp 19+. est ainsi mis en evidence. 

Le pouvoir infeciieux genome viral excise du plasmide pTG3605 est teste suivant le 
protocole deja decrit precedemment. La production d'une proieine gpl9 fonctionneile 
est suivie par co-immunoprecipitation des antigenes du complexe majeur 
25 d'histocompatibilite de classe I et de celle-ci (Burgert et Kvist, 1985, Cell, -//, 987- 
997). 

L Coninictton d'un vecteur adenoviral recombinant defecfifdans lequel les deux 
regions precoces E! et ES sont remplacees par des genes exogenes 

30 

Les cellules BJ-5183 sont co-transformees par le fragment Oral isole de pTG1697 
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mentionne ci-dessus et le fragment Spel (Klenow) isole de pTG3603. Le plasmide 
resultant est teste dans les memes conditions que precedemment. 

R Conslruction d'un vccieur adenoviral recombinant exprimani k gene FIX 

5 

Le cDNA codant pour le FIX huniain a ete clone sous forme d'un fragment BamWl 
dans le plasmide pTG381 . Dans ce dernier, Textremiie 5' non codante du gene FIX a 
ete modifiee de maniere a etre conforme aux regies de Kozak. Le plasmide pTG38 1 
est decrit dans la publication du brevet FR 2 600 334. Le gene FIX est redone dans 

10 le site BamWl de pTG6512, pour donner pTG4375. pTG65l2 derive du vecteur 
pTG65 1 1 apres deletion du promoteur tardif majeur (MLP) de rAd2 et remplacement 
par un polylinker. A titre indicatif, la construction du pTG65 1 1 est detaillee a 
I'exemple 1 de la demande intemationale WO 94/28152. Le promoteur PGK murin est 
isole par les meihodes conventionnelles a partir d'.\DN genomique de souris selon 

1 5 Adra et al. (1987, Gene 60, 65-74) ou a I'aide d'amorces adequates creees a partir des 
donnees de sequence divulguees dans la banque de donnees Genebank sous la 
reference XI 5339. Des sites de restriction 7^5/1 sont inclus aux extremites 5' des 
amorces afm de faciliter les etapes de clonage ulierieures. Le fragment portant le 
promoteur PGK est traite par la T4 polymerase puis iniroduit en amont du gene 

20 humain FIX dans le site Hpa\ de pTG4375 dont on excise par digestion Msc\ un 
fragment dit "de remplacement" comportani la cassette FIX entouree de sequences 
adenovirals El (185pb en 5' et 2045pb en 3'). 

Celui-ci est cotransforme dans le bacteries BJ5183 en presence du vecteur pTG3602 
25 digere par C/fll (position 918). Les transformants sont selectionnes sur ampicilline et 
analyses par cartographie de restriction. On retient le clone designe pTG3614 
correspondant a un vecteur adenoviral componant te gene therapeutique FIX a la 
place de la region El (Figure 3). Un stock viral est constitue de maniere 
conventionnelle, par transfeciion du genome adenoviral libere par digestion Pad dans 
30 la lignee 293. Apres une etape d'amplification, les cellules sont lysees et les particules 
virales AdTG3614 purifiees par centrifligation sur chlorure de cesium. 
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La capacite a transferer et exprimer le gene FIX est evaluee en modele animal souris. 
Pour ce faire, 1,5 x 10' ufp sont injectees dans la veine caudale de souris femelles C57 
Black 6 agees de 5 a 6 semaines. Des echantillons de sang sont preleves regulierement 
sur lesquels on dose la quantite de FIX humain par ELISA (Kit Diagnostica Stago, 
5 Asnieres, France ; Asserachirom ^ IX : Ag 00564). Le FIX est detecte dans le serum 
de souris pendant plusieurs semaines avec un maximum a 5 jours. 

G. Consnvcfion d'tm veacur adenoviral modi fie dans la region E2 

10 Lors du cycle viral normal, I'expression des genes de la region E2 est induite par les 
produits precoces de EI et E4 et on observe une production abondante des proteines 
codecs par E2 et, en paniculier. de la proteine DBF (pour DNA Binding Protein). Or. 
ceite expression elevee peut eire problematique /// vivo (induction de reponses 
inflammatoires ou interference avec I'expression du transgene). C'est pourquoi, des 

15 vecteurs adenoviraux defectifs pour la fonction E2A ont ete construits soit par 
introduction d'une mutation thermosensible dans E2A (position 22795 ; C en T 
resultant en un changement Pro en Ser) ou par d'une deletion particlle du gene DBP. 

Le vecteur pTG955 1 portani la mutation thermosensible est genere par recombinaison 
20 homologue dans les cellules BJ entre pTG360 1 digere par BglW et I'ADN genomique 
purifiedu virus Ad5Hts 125 (Ensinger et Ginsberg, 1972, J. Virol. 10, 328-339). Le 
genome ainsi reconstitue est libere par digestion Pad et tranfecte dans les cellules 293 
qui sont incubees a 32T pour la production des particules virales (la temperature non 
permissive est 39**C). 

25 

La defectuosite de E2A peut egalement etre generee par deletion partielle des regions 
codantes du gene DBP en evitant les regions recouvrani d'auires cadres de lecture. La 
construction est realisee par recombinaison homologue entre pTG360l BglW et I'ADN 
viral prepare a pariir du virus H5dl802 (Rice et Klessig, 1985. J. Virol. 56, 761-779). 
30 Les virus peuvent etre produits dans une lignee de complementation appropriee trans- 
complementant la fonction DBP, par exemple la lignee 293 transfectee par un vecteur 
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permetiant Texpression constitutive ou regulee du gene DBP. 

H, Constntciion d'tm vectettr adeiwviral modifie dans la region E4 

5 Dans un premier temps, on consiruit un vecteur dil "de remplacement" comprenant 
une cassette d'expression du gene cbdant pour la proteine CFTR placee au sein de la 
region adenovirale El. Ce vecteur designe pTG85S5 contient les elements suivants, 
tous decrits dans la iitterature : 

riTR 5' Ad5 (positions 1 a 458), 
1 0 - le promoteur MLP Ad2, 
ie cDNA CFTR humain, 

le signal de polyadenylation du gene de la P-globine de lapin, 
le LTR 3' du virus RSV (Rous Sarcoma virus). 

les sequences adenovirales codant pour la proteine gpl9 (positions 2873 1 a 
15 29217 del'AdS), el 

la partie 3* de la region E 1 B (position 3329 a 624 1 ). 

En parallele, les sequences adenovirales recouvrant les regions E3 et E4 sont sous- 
clonees dans le vecteur p poly II et deletees par les techniques classiques de biologie 

20 molecuiaire. On elimine les sequences E3 (positions 28592 a 30470) par digestion 
Xba\ et les sequences E4 (positions 32994 a 34998). Le genome adenoviral ainsi 
modifie est reconstitute par recombinaison homologue entre un fragment de 
remplacement portant ces modifications isole du vecteur precedent ei pTG3603 digere 
par Spel, On obiient pTG8595 portant un genome adenoviral recombinant (gene Lac 

25 Z a la place de la region EI) et defectif pour les fonciions E3 et E4. 

Les cassettes d'expression des genes CFTR et gpl9 indiquees ci-dessus sont 
imroduiies dans pTG859S en remplacement du gene Lac Z par co-iransformation des 
cellules BJ5183 par le fragment Pad - Av/EII isole de pTG8585 et le vecteur 
30 pTG8595 linearise par Clal On genere pTG4652 (Figure 4) qui peut etre propage 
dans une lignee cellulaire complementant les fonctions El et E4 defectives telles que 
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decriies dans la demande internationale W094/28152. 

Les particules virales sont amplifiees, les cellules lysees et les extraits cellulaires totaux 
sont analyses pour Texpression du gene CFTR par Western blot (gel SDS-PAGE 

5 8 %). Les filtres sont incubes en presence d*une dilution au 1/5000 de Tanticorps 
monoclonal MAB 1 104 dirige contre un peptide synthetique correspondant aux acides 
amines 722 a 734 de la proteine CFTR humaine. La detection est realisee par la 
methode ECL (Enhanced ChemiLuminescence ; kit Amersham). On observe dans les 
extraits de cellules infectees par AdTG4652 une bande de tone intensite et assez 

10 diffuse correspondant a un produit de poids moleculaire eleve comigrant avec un 
temoin CFTR. Cetie bande n'est pas presente dans les extraits issus du virus parental 
pTG8595 qui ne contient pas la cassette d'expression CFTR. 

EXE\4PLE 2 : rnnf^truction d' lin vecteur viral recombinant derive de TAdenovjats 
15 canin 2 rCAV? ) ^nxi^ forme d'llH pla*^niide hacterien 

A . C/onagc du genome de CA V2 dans p poly II 

Le genome de CAV 2 est clone dans ppolyll Sfil-NotI 14 (Lathe et al., 1987, supra) 
20 et modifie pour generer des vecteurs recombinants en utilisant les sites adequats 
suivant les memes procedes que ceux utilises dans le cas de la manipulation d'AdS. Les 
extremites gauche (nucleotides 1 a 810 suivant la numerotalion de la sequence 
D04368 de Genebank) et droite (nucleotides -27600 a la fm) sont synthetisees par 
PCR entre les couples d'amorces oligonucleotidiques oTG6974 (SEQ ID NO; 8) et 
25 OTG6975 (SEQ ID NO: 9) et oTG6976 (SEQ ID NO: 10) et oTG6974, 
respectivement. Elles sont assembles par I'intermediaire du site Pstl introduit lors de 
la PCR a la suite des sequences virales, dans le cas de I'extremite gauche, et 
cartographic a approximativemeni 1200 pb de la fm du genome, dans le cas de 
Textemite droite. Des bacteries competentes BJ5183 sont co-transformees avec le 
30 plasmide ainsi obtenu linearise par Psil et I'ADN de CAV2. L'introduction des 
sequences virales manquanies (nucleotides 811 a 27600) est realisee par 
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recombinaison homologue. Le genome de CAV2 porte par ie plasmide resultant est 
excise par I'intermediaire des sites Nod introduits lors de la PCR puis transfecte dans 
une monocouche de cellules MDCK (ATCC CCL34). Les eiapes suivantes sont 
decrites dans I'exemple I . 

5 

B. Constrtfction J'lm vecteur adenoviral recombinant d'origine canine 

L'ADN genomique de virus CAV2 (souche Toronto A 26/61 ; ATCC VR-800) est 
prepare par la technique classique (amplification sur lignee renale de chien MDCK 

10 GHK .... lyse des cellules, purification des virus par centriftigation sur chiorure de 
cesium, traitement a la proteinase k et enfin extraction au phenol / chloroforme). Le 
genome CAV2, qui a une longueur de 31 kpb est introduit dans un vecteur 
plasmidique par recombinaison homologue. Pour ce faire, on isole les extremites 
gauche et droite du genome CAV2 par PCR et digestion enzymatique en incorporant 

1 5 un site Notl immediatement au-dela des ITRs 5' et 3'. Le vecteur pTG4457 est obtenu 
par introduction dans p poly II de la panie 5' du genome viral jusqu'au site BsiBl 
(position 870) suivie de la panic 3' a partir du site Sail (position 27800). Le genome 
complet peut etre reconstitue par cotransformation entre TADN genomique (100 a 
500 ng) et pTG4457 digere par BstBl ( 1 0 a 100 ng). Le genome viral peut etre excise 

20 du vecteur precedent pTG5406 par digestion Nod. On verifie que 1' ADN est infectieux 
par transfection de 1 a 5 ftg dans les cellules de chien MDCK ou GHK, On observe 
la production de plages. 

Le vecteur recombinant est obtenu de la fa^on suivante : 

25 

L'extremite gauche du CAV2 est sous clonee et modifiee de maniere a deleter les 
sequences codantes El A en lotalite et ElB paniellemeni. Ceci est effectue par 
digestion Atari puis reintroduction d'un fragment amplifie par PCR recouvrant la 
region d*encapsidation» la region promotrice El A et le site d'initiation de la 
30 transcription. Les amorces sont conq:ues de maniere a integrer egalement un site de 
restriction unique Xbal. On obiient pTG5407 dans lequel on introduit au niveau du 
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site X^al le gene CAT ou Lac Z (pTG5408). Ce dernier est digere par Xhol et on 
insere la partie 3* du genome viral sous forme d'un fragment Sail (position 27800 a la 
fm de riTR 3'). Le vecteur pTG5409 ainsi obienu est linearise par Sail et co- 
transforme dans E.coli BJ5 1 83 avcc le genome CAV-2 digere par Swal . On obtient 
5 un vecteur adenoviral d'origine canine portant le gene reporteur CAT a la place de la 
region El. 



wo 96/17070 



PCr/FR95/01590 



-26- 

LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene S.A. 

(B) RUE: il rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 
{E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

'G/ TELEPHONE: »33) 99 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 68 22 58 07 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Nouveau precede de preparation d'un vecceur 
viral 

tiii) NOMBRE DE SEQUENCES: 10 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release ttl.O, Version «1.25 {0E3} 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
{CI NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(iil TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(Vil ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: adenovirus humain 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6597 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1; 
GCCGA^TTCT TAATTAACAT CATCAATAAT ATACCTTA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: adenovirus humain 

(B) SOUCHE: serotype 5 

{C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6598 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GACAGATCTG TCGACGTGGC AGGTAAGATC GATCA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 
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(A) ORGANISME: adenovirus humain 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDQEL ISOLE; oligonucleotide de synthese OTG6599 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AGGAGATCTG TCGACTCTCA AACATGTCTG CGGGT 
(2) INFORl-IATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN ( genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

•;iii) ANTI-SENS: NON 

(vil ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Rous sarcoma virus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5892 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 
(21 INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Rous sarcoma virus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5893 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 47 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRIN3 : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

liiil ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

I A) ORGANISME: adenovirus humain 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5455 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 25 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NOW 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: - 

(A) ORGANISME: adenovirus hujnain 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleocide de synthese OTG5456 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
{iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: adenovirus canin 

(B) SOUCHE: CAV-2 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6974 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CAGGGATCCG CGGCCGCATC ATCAATAATA TACAGG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

ti) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
(3) TYPE: acide nucleique 
(C) NOMBRE DE BRINS; simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: adenovirus canin 

(B) SOUCHE: CAV-2 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6975 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CTGCTGCAGT CAGAAATGCT AGCAGGAGA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
IC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iiil HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: adenovirus canin 

(B) SOUCHE: CAV-2 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6976 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 



TGCGGATCCA CAGACTAAGC GGAGGTA 



27 
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RevcndicatiQiis 

1. Procede pour preparer dans une cellule procaryote un vecteur viral 
recombinant derive d*un virus parental dans le genome duquel est inseree une 
5 sequence d'ADN exogene, par recombinaison intermoleculaire entre (i) un 

premier fragment d'ADN cbmprenant tout ou partie dudit genome du virus 
parental et (ii) un second fragment d'ADN comprenant ladite sequence d'ADN 
exogene entouree de sequences flanquantes A et B homologues a (i). 

10 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le virus parental est 
selectionne parmi le groupe constitue par les adenovirus, les retrovirus, les 
virus associes aux adenovirus, les poxvims et les vims de I'herpes. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que le vims parental est un 
15 adenovims d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine 

ou simienne ou encore un adenovims hybride. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le vims parental est un 
adenovims d'origine canine de type CAV-2. 

20 

5. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le vims parental est un 
adenovims d'origine humaine de serotype C. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le vims parental est un 

2 5 adenovims d'origine humaine de type 5. 

7. Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que ladite 
sequence d'ADN exogene code pour un polypeptide d'interet therapeutique 
selectionne parmi le groupe constitue par les facteurs de coagulation, les 

3 0 hormones de croissance, les cytokines, les lymphokines, les polypeptides 

suppresseurs de tumeurs, les recepteurs cellulaires, les ligands de recepteurs 
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cellulaires, les inhibiteurs de proteases, les anticorps, les toxines, les 
immunotoxines, la dystrophine et les polypeptides intervenant dans les canaux 
ioniques cellulaires tels que la proteine CFTR. 

5 8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que les 
sequences flanquantes homologues A et B ont une longueur de lOpb a lOkb. 
avantageusement de 20 pb a 5kb, de preference de 30 pb a 2 kb et de maniere 
tout a fait preferee de 40 pb a Ikb. 

10 9. Procede selon Tune des revendications I a S, caracterise en ce que le premier 
fragment d*ADN est linearise au niveau de la region d'insertion de la sequence 
exogene. 

10. Procede selon Tune des revendications 1 a 9, pour la preparation d'un vecteur 
1 5 viral recombinant defectif pour la replication. 

1 1 . Procede selon la revendication 10, pour la preparation d'un vecteur adenoviral 
recombinant depourvu de tout ou partie d'au moins une region essentielle a la 
replication selectionnee parmi les regions El, E2 et E4. 

20 

12. Procede selon la revendication 1 1, caracterise en ce que le vecteur adenoviral 
recombinant est en outre depourvu de tout ou partie de la region E3. 

13. Procede selon Tune des revendications I a 12, pour la preparation d'un vecteur 
2 5 viral recombinant d'au moins 20 kb. 

14. Procede selon la revendication 13, pour la preparation d'un vecteur viral 
recombinant d'au moins 30 kb. 

30 15. Procede selon les revendications 1 a 14, par recombinaison intermoleculaire 
entre (i) un premier fragment d'ADN comprenant tout ou partie dudit genome 
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du vims parental, (ii) un second fragment d'ADN comprenant une premiere 
partie de ladite sequence d'ADN d'interet munie a son extremite 5* de ladite 
sequences flanquantes A et (ill) un troisieme fragment d'ADN comprenant une 
deuxieme partie de ladite sequence d'ADN d'interet munie a son extremite 3* 
5 de ladite sequences flanquantes B ; lesdits seconds et troisiemes fragments 

d*ADN comportant une sequence homologues a leurs extremites 3' et 5' 
respectives. 

16. Precede seion Tune des revendications I a 15, pour introduire une 
10 modification par deletion, mutation et/ou substitution d'un ou plusieurs 

nucleotides ou une sequence d'ADN exogene dans un genome viral. 

17. Precede selon Tune des revendications 1 a 16, caracierise en ce que ladite 
cellule procaryote est derivee d'une souche d'Escherichia coii recBC sbcBC. 

15 

18. Procede pour preparer une panicule virale infectieuse contenant un vecteur 
viral recombinant obtenu en mettant en oeuvre un procede selon Tune des 
revendications 1 a 17, selon lequel : 

2 0 (a) on introduit iedit vecteur viral recombinant dans une cellule 

mammifere pour generer une cellule de mammifere transfectee, 

(b) on cultive ladite cellule de mammifere transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 

25 particule virale, et 

(c) on recupere ladite particule virale de la culture cellulaire 
obtenue a I'etape (b). 



30 19. Usage d'une particule virale infectieuse preparee selon la revendication 1 8 ou 
d'un vecteur viral recombinant prepare selon Tune des revendications 1 a 17, 
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pour le traitement therapeutique ou chiairgical du corps humain. 

20. Usage selon la revendication 19 pour le traitement therapeutique ou 
chinjrgical du corps humain par therapie genique. 

5 

21. Composition pharmaceuticjue comprenant une quantite therapeutiquement 
efficace d'une particule virale infectieuse preparee selon la revendication 18 ou 
d'un vecieur viral prepare selon Tune des revendications I a 17» en association 
avec un vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

10 

22- Usage d'une particule virale infectieuse preparee selon la revendication 1 8 ou 
d'un vecteur viral recombinant prepare selon Tune des revendications 1 a 17» 
pour I'expression d'une sequence d'ADN d'interet dans un systeme cellulaire. 

IS 23. Usage d'une souche d'£. coli recBC sbcBC pour le clonage de fragments 
d'ADN dans un vecteur piasmidique par recombinaison homologue 
intermoleculaire. 
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